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Two  distinct  routes  whereby  inhibitory  KIRs  (iKIRs)  affect  T  cell  responses  have  been 
described (3,  4).  First,  iKIR  expression  on  CD8+  T  cells  directly  affects  their  longevity  and 
function. KIRs are expressed on T cells with an effector memory TEM(RA) phenotype (CD28–





impaired  functionality (13‐15). Second, KIRs  indirectly modify  the CD8+ T cell  response via 
their expression on NK cells. NK cells regulate T cell immunity by cytokine secretion and killing 
activated  CD4+  and  CD8+  T  cells;  this  regulation may  be modified  by  the  expression  of 









a clinically significant  impact on  the CD8+ T cell response, our starting point was  the well‐
documented  association between  certain HLA  class  I  alleles  and disease outcome  as  this 
represents compelling evidence that CD8+ T cells are clinically relevant. We reasoned that if 
KIRs  significantly  affect  the CD8+  T  cell  response  then KIRs will  affect HLA  class  I disease 
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and  HTLV‐1‐infected  individuals;  in  vitro  T  cell  survival  assays;  ex  vivo  analyses  of  KIR 
expression and mathematical modelling of host‐virus dynamics. Our data indicate that both 
two‐domain and three‐domain iKIRs, together with their HLA class I ligands, enhance the CD8+ 


























Vaccine  Initiative  (IAVI) (22).  First we  sought  to  identify  KIR‐HLA  associations  that  could 
potentially confound our study. We define a “functional KIR gene” as a KIR gene together with 




functional KIR3DL1 was  replicated, Table S1. To prevent  confounding effects arising  from 









we  stratified  the  cohort  into  individuals with  functional  KIR2DL2  and without  functional 
KIR2DL2 and analyzed the protective effect of HLA‐B*57 in each stratum. Two definitions of 
functional  KIR2DL2  were  considered:  (i)  strong  functional  KIR2DL2  (KIR2DL2  with  genes 
encoding  its  strong HLA‐C1  ligand); and  (ii) weak  functional KIR2DL2  (KIR2DL2 with genes 
encoding its weaker HLA‐C2 ligand). For both early set‐point viral load and time to low CD4 






















inhibitory  score  stratum  and  that  the  size  of  the  protective  effect  increased  with  the 
magnitude of  the  score  (Fig. 1A & B, Table 1). Repeating  the analysis using  the  count of 
functional iKIRs gave similar results indicating that our findings were not dependent on the 
choice of scoring system. Within HLA‐B*57+ individuals (but not HLA‐B*57– individuals), both 
the  inhibitory  score and  the count of  functional  iKIRs were  significantly associated with a 
decrease in early set‐point viral load (Fig. 1C). This result indicates that iKIRs enhance the HLA‐
B*57 protective effect  in a gene dose‐dependent manner and  shows  that  functional  iKIRs 







Repeating  the  analysis  of  the  impact  of  iKIRs  on  HLA‐B*57  using  a  different  approach 
(introducing  a  covariate  with  different  levels  for  HLA‐B*57 ‐,  HLA‐B*57+KIR–  and  HLA‐
B*57+KIR+ and performing multivariate regression and Cox survival analysis on the whole, 







To check  that  the  iKIR‐associated enhancement we observed was not driven by  leukocyte 
immunoglobulin‐like  receptor  subfamily  B  member  2  (LILRB2)  binding (24)  (which  was 
significantly protective  in our  cohort,  Table  S4) or by  functional KIR3DL1  (which was not 
protective in our cohort, Table S1, but has been reported elsewhere (23)), we included these 
terms as covariates in our model. In both cases, the conclusions were unchanged (Table S5), 












functional  KIR2DL3  while  functional  KIR2DL1  and  functional  KIR2DL2  were  unassociated. 
Given  that all  three  functional  iKIR enhanced HLA‐B*57 and none of  them were positively 


































that  the  detrimental  impact  of  HLA‐B*35Px  on  viral  load  was  progressively  eroded  in 

















partners of the  incident cases  in the main  IAVI cohort).  In this cohort, HLA‐B*57 showed a 
trend  to  reduce median  viral  load  (Coeff  =   – 0.33,  P  =  0.06)  and  HLA‐B*35Px was  non‐
significant. Pooling  IAVI and  IAVI‐partners provided a much  larger cohort (N = 776).  In this 
pooled  cohort, HLA‐B*57 was  strongly protective  (Coeff  =   –     0.43, P  =  0.00003)  and HLA‐
B*35Px showed a trend to be detrimental (Coeff = +0.16, P = 0.06). In both the unpooled and 
the pooled cohorts, the effects of HLA‐B*57 and HLA‐B*35Px were enhanced in people with 





subjects  were  white,  38.7%  African  American  and  3.5%  Hispanic/”Other”;  we  therefore 
stratified by ethnicity. Among whites, but not African Americans, both  functional KIR3DS1 
(KIR3DS1+Bw4‐80I+) and functional KIR3DL1 (KIR3DL1+Bw4+) were protective. We therefore 
excluded functional KIR3DS1+  individuals and  included functional KIR3DL1 as a covariate  in 
the white stratum (exclusion of functional KIR3DS1+ individuals was not possible due to their 














B*57 appeared weaker  (Table 2)  suggesting  that  the  iKIR effect on HLA‐B*57 was  largely 
driven  by  the  African  American  population.  These  findings  were  replicated  when  high‐
expressing KIR3DL1 alleles were included as a covariate (Table S7). 
 


















enhance  the  protective  effect  of HLA‐A*02:07  (halving  the  risk  of  developing HAM/TSP). 
Investigating  the  other  iKIRs,  we  found  that  the  low  frequency  of  HLA‐C2  precluded  a 
meaningful  analysis  of  functional  KIR2DL1  (too  few  functional  KIR2DL1+  individuals)  and 
functional  KIR2DL3  (too  few  functional  KIR2DL3‐  individuals),  explaining why we  had  not 
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The high  inhibitory  score  stratum was heavily enriched  for people with  strong  functional 











on  spontaneous  clearance of hepatitis C  virus  (HCV). Again,  the earlier  analysis  found no 
evidence that other iKIRs showed similar behaviour (21). Reanalysis of this cohort confirmed 
the  KIR2DL2  enhancement.  It  was  not  possible  to  analyze  any  other  individual  iKIR 
(insufficient  numbers  of HLA‐B57+  functional  KIR2DL1‐  and HLA‐B57+  functional  KIR3DL1+ 
individuals; and functional KIR2DL3 alone is protective (27), Table S2). We also found a strong 
enhancement  of  the  HLA‐B*57  effect  in  people with  a  high  inhibitory  score  (Table  S9). 






protective effect of HLA‐B*57  in HCV  infection but  it  is not possible to test whether or not 
other iKIRs show the same behaviour. 
Primary HLA class I associations are unlikely to be attributable to NK cells  
In  theory,  an  HLA  class  I  disease  association  could  be  attributable  to  the  role  of  these 
molecules  as  recognition  targets  for either CD8+  T  cells  (via  somatically  rearranged T  cell 
antigen  receptors)  or NK  cells  (via  germline‐encoded  KIRs).  If  a  given  HLA  association  is 
attributable to NK cells rather than CD8+ T cells, then other HLA class I molecules with similar 
KIR‐binding  properties  should  be  similarly  protective/detrimental  (in  the  context  of  the 






KIRs.    This  is  consistent  with  existing  evidence  that  these  HLA  class  I  associations  are 
attributable to CD8+ T cells (32‐37). Furthermore, simply considering iKIR:ligand pairs (without 





Studies  in mice  and  in  vitro  have  shown  that  inhibitory  NK  receptors  on  T  cells  reduce 
activation‐induced cell death (10‐12). An iKIR‐mediated enhancement of CD8+ T cell survival 




the  increased  survival (15). To  clarify and extend  this work we  investigated  the  impact of 





either untransfected,  transfected  to express a non‐cognate HLA molecule  (HLA‐B57:01 or 
HLA‐C04:01 in the case of KIR2DL3 and HLA‐C03:04 or HLA‐C04:01 in the case of KIR3DL1) or 
transfected to express a cognate HLA molecule (HLA‐C03:04 in the case of KIR2DL3 and HLA‐
B57:01  in the case of KIR3DL1).   Activation was  induced with staphylococcal enterotoxin E 
(SEE).  T  cell  survival was  quantified  in  the  presence  of  antibodies  that  block  KIR  (GL183, 







Next, we extended  this work  to primary CD8+ T  cells. Peripheral blood mononuclear  cells 
(PBMCs)  from  three  HLA‐B*27+  individuals with  ankylosing  spondylitis, who  have  a  high 
proportion  of  PBMCs  expressing  KIR3DL2 (6),  were  stimulated  with  staphylococcal 
enterotoxin B. KIR3DL2 binds HLA‐B27 homodimers (6). Survival of KIR3DL2+ CD8+ T cells was 








degranulation. Greater numbers of  live CD107a+ cells were observed  in  the presence of a 























and  iKIR+ CD4+ T cells were both  less  likely to stain with annexin V  in  individuals where the 
cognate HLA ligand was present (Supplementary Results & Fig. S10).  
 





alleles.    In an  immunogenetic study, a protective HLA effect reflects the difference  in viral 
control between average and protective HLA alleles, so it is not obvious how a non‐specific 
increase in T cell survival would enhance protective HLA associations. Second, is it difficult to 
envisage  how  the  same  mechanism  could  also  have  the  opposite  effect  and  enhance 











iKIRs was to enhance T cell survival;  in  later analyses, we assumed that  iKIRs also  impaired 
CD8+ T cell lysis. We generated 100,000 random parameter combinations by sampling from 
the physiological range for each parameter (Table S11) and solved the system numerically 
(Fig.  4A).  For  each  parameter  combination  we  recorded  whether  the  protective  effect 















To  understand  how  an  increase  in  CD8+  T  cell  survival  can  enhance  both  protective  and 








genotype.  In  an  immunogenetics  study  this would manifest  as  an  absence of  association 
between  either  protective  or  detrimental  alleles  and  outcome.  As  CD8+ T  cell  lifespan  is 
increased  (for example by  iKIRs)  then  the  “quality” of  the CD8+  T  cell  response becomes 
important,  and  a  large  difference  in  viral  load  emerges  between  people  with  average, 











disease  associations. We  found  that  genes  for  iKIRs  consistently enhanced  the protective 
effect of HLA‐B*57 and the detrimental effect of HLA‐B*35Px on viral load and progression to 




(KIR2DL2) (21).  In  HCV  infection,  enhanced  HLA  class  I  associations  were  detected  for 
individuals with KIR2DL2 and individuals with a high inhibitory score, but it was impossible to 
determine which  effect was  the  driver. However,  in HTLV‐1  infection,  new  data made  it 
possible to show that, independent of KIR2DL2, another iKIR (functional KIR3DL1) enhanced 
both protective and detrimental HLA class I disease associations. The probability of seeing this 







We  investigated  the  underlying  mechanism  using  three  approaches:  (i)  analysis  of  the 





but maintained  in  individuals with a high  inhibitory score; the difference  in rates between 









if  iKIRs  increase  CD8+  T  cell  lifespan  (either  directly  or  indirectly)  then we would  see  an 
enhancement of HLA class I associations, consistent with the immunogenetic data. Further, 
the model provides an explanation for how increasing CD8+ T cell lifespan can simultaneously 
have  two  seemingly  contradictory  effects:  enhancing  both  protective  and  detrimental 
associations. The modelling shows that if CD8+ T cells have longer lifespans (e.g. due to the 
presences of iKIRs) then the quality of the CD8+ T cell response becomes more important and 









survival  does  not  preclude  a  role  for  iKIR  on NK  cells  in  indirectly  enhancing CD8+  T  cell 




The  iKIR‐ligand  binding  groups  which  we  use  in  our  definition  of  “functional  iKIR”  are 
simplistic.  Incomplete  knowledge  of  how  different  alleles  and  different  peptides  affect 
binding and signalling precludes a more sophisticated definition.  Nevertheless, these simple 







we  found  that  our  conclusions were  robust  to  quite  dramatic  changes  to  the  score  (e.g. 
whether KIR3DL2 with classical class I ligands was included or not). This is because a person’s 





vivo but direct  in  vivo  assays were not performed. Murine  in  vivo  assays provide  limited 










HTLV‐1 (54);  this  is  difficult  to  understand  unless  a  very  strong  peptide  dependence  is 
postulated. In contrast, we report that all iKIRs enhance HLA class I associations in all three 




programmed death‐ligand 1/2  system. Both  iKIR  and PD‐1  are  inhibitory  receptors which 
interfere with proximal T cell receptor signalling and are upregulated in the context of chronic 
viral infection and on tumour infiltrating lymphocytes. PD‐1 and iKIR are both expressed on 




















The  immunogenetics  study  was  approved  by  the  NHS  Research  Ethics  Committee 
(13/WS/0064)  and  the  Imperial  College  Research  Ethics  Committee  (ICREC_11_1_2). 
Informed consent was obtained at the study sites from all individuals. For the cellular work, 
written  informed  consent  was  obtained  from  all  participants  in  accordance  with  the 
Declaration  of  Helsinki.  Research  was  conducted  under  the  governance  of  the  Imperial 







56).  Individuals who  possessed  both  KIR3DS1  and  its  putative  ligand  HLA‐Bw4‐80I were 
excluded  from  the  analysis  to  eliminate  the  potentially  confounding  effects  of  functional 
KIR3DS1. The cohort comprised individuals with time to low CD4 count information (N=491) 
and  individuals  with  early  viral  load  information  (N=461).  IAVI  partners  is  an  HIV‐1 
seroprevalent cohort (N=315). US is a cohort of HIV‐1 seroconverters (N=548). Kagoshima is 















KIR2DL3, and HLA‐B57:01  in  the case of KIR3DL1). Cells were activated with  superantigen 
staphylococcal  enterotoxin  E.  The  count  of  live  T  cells  at  day  5  was  enumerated  using 
CountBright Absolute Counting Beads (Invitrogen) in the presence of  antibodies to block KIR 
(GL183, Dx9 (39))  or  to  block HLA  class  I  (Dx17 (40))  or  as  an  isotype  control.  The  gating 
strategy is illustrated in Fig. S5. 
 
Primary T  cells. PBMC  from  three HLA‐B*27+  individuals with ankylosing  spondylitis were 
stimulated  with  staphylocococcal  enterotoxin  B.  Survival  of  KIR3DL2+  CD4‐  T  cells  was 






fluorochrome‐labelled  peptide‐HLA  class  I  pentamers  (ILKEPVHGV‐A02:01,  SLYNTVATL‐














Figure S1:  Impact of  ligands on  iKIR enhancement of the HLA‐B*57 protective effect on 
early viral load set point. 
Figure S2: Impact of iKIRs on the protective effect of HLA‐B*57 on longitudinal viral load. 
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iKIRs enhance  the HLA‐B*57‐associated  reduction  in early  viral  load  in  a dose‐dependent 










person‐visits).  Pink  circles  denote  viral  load  measurements  in  HLA‐B*57  –  individuals; 
summarised with  the pink  loess  line. Blue circles denote viral  load measurements  in HLA‐
B*57+ individuals; summarised with the blue loess line. Dashed lines are the 95% confidence 






















221  cells  transfected  to  express  cognate HLA with  isotype  control  antibody  compared  to 
coculture with 221 cells transfected to express cognate HLA with anti‐HLA antibody. Median 
difference = 48% P = 0.001. Block KIR. Coculture with 221 cells transfected to express cognate 






























detrimental  (C)  HLA  effect  as  a  function  of  virus  transmissibility  (β)  and  CD8+  T  cell 
proliferation rate (s2) (left); as a function of CD8+ T cell lysis rate (d2) and proliferation rate (s2) 
(center) and as a function of CD8+ T cell death rate (μ4) and proliferation rate (s2) (right).  





F.  Viral  load  as  a  function  of  CD8+  T  cell  lifespan  (1/μ4)  for  a  hypothetical  person with 
detrimental (magenta dotted), average (black dashed) or protective (green solid) HLA class I 
alleles. It can be seen that as the survival of CD8+ T cells increases both the effect of protective 
HLA  (difference  in  viral  load  between  average  and  protective  HLA)  and  the  effect  of 
detrimental HLA (difference  in viral  load between average and detrimental HLA)  increases.  
Compare for example, a hypothetical person with a high number of iKIR‐HLA pairs (blue bar 






  B57+ KIR –  B57+ KIR+  Cohort numbers 







Functional 2DL1  ‐0.14  0.6  ‐0.53  0.003     
** 















Functional 2DL3  ‐0.26  0.2  ‐0.61  0.002 
** 
18  180  17  246 
Inhibitory score  
(cut‐off=2.0) 
‐0.20  0.4  ‐0.56  0.004 
  ** 
14  195  21  231 
Inhibitory score  
(cut‐off=2.5) 
‐0.31  0.1  ‐0.59  0.0096 
  ** 
21  258  14  168 
Count 
(cut‐off=2.0) 
‐0.20  0.4  ‐0.56  0.004 
  ** 
14  195  21  231 
B. Outcome: Time to low CD4 count (<350 cells/mm3) 
  B57+ KIR –  B57+ KIR+  Cohort numbers 







Functional 2DL1  0.73  0.6  0.36  0.01 
* 










0.71  0.40  15  221 
Functional 2DL3  0.56  0.18  0.32  0.05 
∙ 
18  195  17  261 
Inhibitory score  
(cut‐off=2.0) 
0.49  0.17  0.42  0.06       
∙ 
14  214  21  242 
Inhibitory score  
(cut‐off=2.5) 
0.57  0.15  0.22  0.04 
* 
21  280  14  176 
Count 
(cut‐off=2.0) 
0.49  0.17  0.42  0.06 
∙ 









HLA‐B*57  on  early  set‐point  viral  load  (A)  and  time  to  low  CD4  (B) was  analyzed  using 
multivariate  linear  regression  and  the  Cox  proportional  hazards model,  respectively.  The 
coefficients (Coeff), hazard ratios (HR), P values and cohort sizes are reported.  The coefficient 
(Coeff) is the change in log10 viral load associated with possession of the HLA allele (a Coeff>0 






Definitions:  Functional  2DL1+:  KIR2DL1+C2+.  Functional  2DL2+  (strong):  KIR2DL2+C1+. 
Functional KIR2DL2+ (weak): KIR2DL2+C2+.  Functional 2DL3+: KIR2DL3+C1+. Functional 2DL1‐: 
KIR2DL1‐  or  KIR2DL1+C2‐.  Functional  2DL2‐:  KIR2DL2‐.    Functional  2DL3‐:  KIR2DL3‐  or 

















  B57+ KIR‐  B57+ KIR+  Cohort numbers 









‐0.37  0.3  ‐0.33 0.1 10 122 31  152
Inhibitory score  
(cut‐off=2.5) 
‐0.21  0.4  ‐0.46 0.06 18 159 23  115
Count iKIR 
(cut‐off=2.0) 
‐0.37  0.3  ‐0.33 0.1 10 122 31  152
B. Pooled IAVI & IAVI partners HLA‐B*57                                                        Outcome: log viral load
  B57+ KIR –  B57+ KIR+ Cohort numbers 



























27 330 64  420
C. Pooled IAVI & IAVI partners HLA‐B*35Px                                                     Outcome: log viral load
  B35Px+ KIR –  B35Px+ KIR+ Cohort numbers 









‐0.12  0.4  +0.31 0.003    
**
49 308 104  380
Inhibitory score  
(cut‐off=2.5) 
+0.08  0.5  +0.27 0.04       
*
87 399 66  289
Count iKIR 
(cut‐off=2.0) 
‐0.12  0.4  +0.31 0.003     
**
49 308 104  380
D. US              HLA‐B*57     African Americans   Outcome: time to low CD4 count (<200 cells/mm3)
  B57+ KIR –  B57+ KIR+ Cohort numbers 









0.54  0.42  0.21 0.04
*







10 110 21  71
Count iKIR 
(cut‐off=2.0) 
0.51  0.37  0.21 0.04
*
8 92 23  88
E. US               HLA‐B*57     All ethnicities           Outcome: time to low CD4 count (<200 cells/mm3)
  B57+ KIR –  B57+ KIR+ Cohort numbers 









0.29  0.24  0.25 0.004
**







11 271 33  175
Count iKIR 
(cut‐off=2.0) 
0.36  0.32  0.27 0.006
**




  B35Px+ KIR –  B35Px+ KIR+ Cohort numbers 









0.22  0.15  2.06 0.05
.
11 89 34  78
Inhibitory score  
(cut‐off=2.5) 
0.82  0.68  2.08 0.08
.
24 96 21  71
Count iKIR 
(cut‐off=2.0) 
0.29  0.13  2.04 0.06
.
11 89 34  77
G. US       HLA‐B*35Px      All ethnicities               Outcome: time to low CD4 count (<200 cells/mm3)
  B35Px+ KIR –  B35Px+ KIR+ Cohort numbers 


































into  individuals  with  a  low  or  high  inhibitory  score  (two  cut‐offs  considered)  and  into 
individuals with a  low or high count of  functional  iKIR  (only one cut‐off possible).  In each 
stratum  the  effects  of  HLA‐B*57  and  HLA‐B*35Px  were  analyzed.  HLA‐B*35Px  was  not 






















  B54+ KIR –  B54+ KIR+  Cohort numbers 









1.69  0.17  12.14 0.004     
** 
62 231 20  79
Functional 3DL1  1.98  0.13  4.45  0.007      
** 
48  147  34  163 
Inhibitory score  
(cut‐off=1.5) 
1.29  0.7  5.33  0.0007 
*** 







73  253  9  57 
Count functional 
iKIR (cut‐off=1) 
1.31  0.6  5.31  0.0007 
*** 
36  93  46  217 
B. HLA‐A*02:07 
  A0207+ KIR –  A0207+ KIR+  Cohort numbers 











0.15 0.1 23 270 7  92
Functional 3DL1  0.54  0.3  0.07  0.006     
** 
21  174  9  188 
Inhibitory score  
(cut‐off=1.5) 
0.81  0.8  0.10  0.003     
** 






0.83  0.8  0.10  0.003 
** 
16  113  14  249 
C. HLA‐C*08 
  C08+ KIR –  C08+ KIR+  Cohort numbers 









0.66  0.4  0.16 0.02 
* 
43 250 13  86
Functional 3DL1  0.53  0.19  0.48  0.3  39  156  17  180 
Inhibitory score  
(cut‐off=1.5) 
1.09  0.9  0.32  0.02      
* 
28  102  28  234 
Inhibitory score  
(cut‐off=1.75) 
0.62  0.2  0.08  0.04 
* 
49  277  7  59 
Count functional 
iKIR (cut‐off=1) 
1.11  0.9  0.32  0.02 
* 
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Func 2DL2 Func 2DL3 Inhibitory Score Count iKIR








































































































































































Inhbitory score <= 2.5


















Inhibitory score > 2.5


















○ viral load B57-      ── average viral load B57-       --- 95% CI viral load B57-   
○ viral load B57+     ── average viral load B57+      --- 95% CI viral load B57+ 
A
    





































































































































































































































































































































































































































ED     KIR2DL3+
VTE1 KIR2DL3+






HIV−1−specific CD8+ T cells Infected CD4+ T cells Uninfected CD4+ T cells
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Fraction of runs with 
KIR enhancement of
HLA associations
Impairment of CD8+ T cell lysis rate
Impairment of CD8+ T cell lysis CD8+ T cell lifespan (days)
A
B
C
D
E
Detrimental
Average
Protective
HLA
KIR
low
KIR
hi
1.00
0.75
0.50
0.25
0.00
F
